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Estudo da Diversidade Genética de Acessos de 
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5HVXPR – A seringueira (Hevea brasiliensis Mull.Arg) é a espécie vegetal de maior capacidade 
produtiva de látex para fabricação de borracha natural. Devido à grande importância dessa cultura 
muitas coleções ex situ para conservar germoplasma foram formadas e precisam ser devidamente 
FDUDFWHUL]DGDV 'HVVD IRUPD R SUHVHQWH WUDEDOKR WHYH FRPR REMHWLYR DYDOLDU D H¿FLrQFLD GRV
marcadores microssatélites como ferramenta para estudos de diversidade genética em 50 acessos 
de Hevea spp. e discriminar os acessos por meio de parâmetros genéticos. Amostras foliares foram 
coletadas no Banco de Germoplasma da Embrapa Cerrados. O DNA foi extraído e a genotipagem foi 
UHDOL]DGDFRPORFRV$VGLVWkQFLDVJHQpWLFDVIRUDPFDOFXODGDVXWLOL]DQGRVHDGLVWkQFLDPRGL¿FDGD
de Rogers e foram usadas na construção do dendrograma pelo critério de agrupamento UPGMA. 
A distância genética variou de 0,16 a 0,90, sendo o clone IAN 873 o mais divergente. As médias de 
H
E
, H
O
 e PIC foram de 0,86, 0,61 e 0,86, respectivamente. O número de alelos variou de 15 (A2406) 
D$H7$VFRPPpGLDGHDOHORVSRUORFR2VGH]PLFURVVDWpOLWHVIRUDPH¿FLHQWHV
SDUDLQIRUPDUDGLYHUVLGDGHJHQpWLFDFRPHOHYDGRSROLPRU¿VPR1mRKRXYHGHWHFomRGHPDWHULDO
UHGXQGDQWHHLGHQWL¿FDUDPVHJHQyWLSRVGLYHUJHQWHVSDUDXVRQRSURJUDPDGHPHOKRUDPHQWRJHQpWLFR
Termos para indexação: Hevea spp., germoplasma, microssatélites.
Introdução
A seringueira (Hevea brasiliensis Mull.Arg) pertence à família Euphorbiaceae e inclui 11 espécies no 
gênero. A espécie de maior importância é a Hevea brasiliensis que apresenta a maior capacidade 
produtiva de látex direcionado à fabricação de borracha natural (Costa et al., 2001).
O estabelecimento da seringueira como a principal fonte de borracha natural existente é devido as 
VXDVH[FHOHQWHVFDUDFWHUtVWLFDVItVLFRTXtPLFDVQmRREWLGDVHPSROtPHURVSURGX]LGRVDUWL¿FLDOPHQWH
2PHOKRUDPHQWRGHVVDFXOWXUDLQLFLRXVHDSyVDLQWURGXomRGHDOJXPDVPXGDVQR6XGHVWH$VLiWLFR
Essa região encontra-se livre de ocorrência da doença causada pelo fungo Microcyclus ulei, que 
tem limitado o desenvolvimento da cultura (Le Guen et al., 2009).
Segundo os dados do International Rubber Study Group (2017), em 2016, a produção mundial de 
borracha natural atingiu 12,4 milhões de toneladas e informações divulgadas pelo IBGE (2017) 
revelaram que o Brasil produziu 32.270 toneladas. Em virtude da crescente demanda por borracha 
natural e das constantes destruições das populações naturais, muitas coleções ex situ (banco de 
germoplasma) foram organizadas. Os acessos desses bancos de germoplasma são considerados 
parte importante da biodiversidade e podem ser usados em pesquisas e em programas de 
melhoramento. Desse modo, é essencial avaliar a diversidade genética presente nas coleções.
Para a caracterização da diversidade, há vários marcadores moleculares disponíveis. Os 
marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) vêm sendo utilizados com 
sucesso na caracterização da diversidade de clones cultivados e em populações de seringueira 
22 ,6HPLQiULRGD(PEUDSD$FUHGH,QLFLDomR&LHQWt¿FDH3yVJUDGXDomR
(Souza et al., 2015). Devido as suas características, os microssatélites são marcadores ideais para 
HVWXGDUDYDULDELOLGDGHJHQpWLFDHPSRSXODo}HVSRUVHUHPDOWDPHQWHSROLPyU¿FRVPXOWLDOpOLFRVH
codominantes (Fortes et al., 2016). 
2SUHVHQWHWUDEDOKRWHYHFRPRREMHWLYRDYDOLDUDH¿FLrQFLDGRVPDUFDGRUHVPLFURVVDWpOLWHVFRPR
ferramenta para estudos de diversidade genética em 50 acessos de Hevea spp. e discriminar os 
acessos por meio de parâmetros genéticos. 
Material e métodos
$VDPRVWUDVGHIROKDVGRVJHQyWLSRVDFHVVRVGHH. brasiliensis, 8 híbridos H. brasiliensis 
x+SDXFLÀRUD, 1 H. guianensis e 3 +SDXFLÀRUD) foram coletadas no Banco de Germoplasma da 
(PEUDSD&HUUDGRVHHQYLDGDVDR/DERUDWyULRGH0RUIRJrQHVHH%LRORJLD0ROHFXODU/DE0ROGD
Embrapa Acre.
O DNA genômico total foi extraído usando o protocolo descrito por Doyle e Doyle (1987) com 
PRGL¿FDo}HVHIRLTXDQWL¿FDGRSRUPHLRGHHOHWURIRUHVHHPJHOGHDJDURVH$SyVWHUHPVXDV
concentrações estimadas, as amostras de DNA foram diluídas em OLB a uma concentração de 
10 ng µL-1.
$V UHDo}HV GH DPSOL¿FDomR IRUDP IHLWDV VHJXLQGR R SURWRFROR GH 6FKXHONH  FRP 
microssatélites desenvolvidos para seringueira (Le Guen et al., 2009). As reações foram preparadas 
com 20 ng de DNA, 1 U de Taq-DNA polimerase, 2 mM de cloreto de magnésio, 0,25 mM de cada 
G173ȝ0GHprimerGLUHWRȝ0GHprimerUHYHUVHȝ0GHprimer M13 marcado com 
ÀXRUHVFrQFLDVFDUER[\ÀXRUHVFLQH)$0KH[DFKORURFDUER[\ÀXRUHVFLQH+(;HWDPSmRGH
HQ]LPD;$VFRQGLo}HVGHDPSOL¿FDomRIRUDPUHDOL]DGDVHPWHUPRFLFODGRU$QDOLWLNMHQDFRP
as seguintes etapas: desnaturação inicial do DNA a 95 ºC por 5 minutos, seguida de 15 ciclos de 
desnaturação, anelamento e extensão a 95 ºC por 45 segundos, 59 ºC por 1 minuto (-0,5 ºC por 
ciclo) e 72 ºC por 1,5 minuto, respectivamente, e 25 ciclos adicionais de desnaturação a 95 ºC por 
VHJXQGRVDQHODPHQWR&SRUPLQXWRHH[WHQVmRD&SRUPLQXWR¿QDOL]DQGRFRP
XPDH[WHQVmR¿QDOGHPLQXWRVD&2VSURGXWRVGDVDPSOL¿FDo}HVIRUDPYLVXDOL]DGRVHPJHO
de agarose (3%), comparados a um marcador de peso molecular padrão (1 Kb). 
$SyV D GHVQDWXUDomR FRP IRUPDPLGD RV IUDJPHQWRV IRUDP JHQRWLSDGRV HP VHTXHQFLDGRU
DXWRPiWLFR$%[/$SSOLHG%LRV\VWHPVQR/DERUDWyULRGH$QiOLVHV*HQpWLFDVH0ROHFXODUHV
da Universidade Estadual de Campinas – Unicamp. Para a leitura dos marcadores no sequenciador 
automático as reações foram organizadas com base no tamanho dos fragmentos e no tipo de 
ÀXRUyIRURXWLOL]DGR2VWDPDQKRVDOWHUQDWLYRVGHFDGDORFRIRUDPYLVXDOL]DGRVQDIRUPDGHSLFRV
os quais foram marcados junto ao padrão GeneScan-600 (LIZ) em eletroferograma no programa 
GeneMarker versão 2.7.0.
Para a caracterização da diversidade genética foram realizadas as estimativas de heterozigosidade 
observada (H
O
) obtidas por: H
O
 = n° de heterozigotos/n° total de indivíduos amostrados e 
heterozigosidade esperada (H
E
HH[SUHVVDSHODIyUPXODDEDL[R
23Estudo da Diversidade Genética de Acessos de Seringueira das...
Os parâmetros foram obtidos no software GDA (Lewis; Zaykin, 2011). Além disso, o programa 
TFPGA (Miller, 1997) foi utilizado para calcular o número de alelos (N) por loco, obtido pela divisão 
GRQ~PHURWRWDOGHDOHORVSHORQ~PHURWRWDOGHORFRVHRFRQWH~GRGHLQIRUPDomRSROLPyU¿FD3,&
H[SUHVVRSHODIyUPXOD
$VGLVWkQFLDVJHQpWLFDVIRUDPFDOFXODGDVXWLOL]DQGRVHDGLVWkQFLDPRGL¿FDGDGH5RJHUVHXVDGDV
na construção do dendrograma pelo critério de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group 
Method with Arithmetic Mean). 
Resultados e discussão
2VGH]PLFURVVDWpOLWHVWHVWDGRVQRVDFHVVRVIRUDPDOWDPHQWHSROLPyU¿FRV)LJXUD2Q~PHUR
de alelos variou de 15 (A2406) a 25 (A2389 e TAs2558) com uma média de 20,2 alelos por loco. 
Lekawipat et al. (2003) avaliaram 108 acessos de Hevea brasiliensis, incluindo 40 clones cultivados 
(Wickham) e 68 acessos silvestres (acessos amazônicos de 1981) coletados da Floresta Amazônica, 
com 12 microssatélites, e encontraram uma variação de 5 a 21, com média de 14 alelos por loco.
)LJXUD3HU¿OGHDPSOL¿FDomRHPJHOGHDJDURVHGRORFR$HP
19 acessos de Hevea spp., sendo M o marcador de tamanho molecular 
50 pb.
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24 ,6HPLQiULRGD(PEUDSD$FUHGH,QLFLDomR&LHQWt¿FDH3yVJUDGXDomR
$SHVDUGRSUHVHQWHHVWXGRXWLOL]DUPHQRUQ~PHURGHORFRVLGHQWL¿FRXPDLVDOHORV7DOIDWRSRGHVHU
GHFRUUHQWHGDRULJHPJHQpWLFDGRVDFHVVRVDQDOLVDGRVSRLVIRUDPXWLOL]DGRVJHQyWLSRVVHOYDJHQV
com base genética mais diversa. Lekawipat et al. (2003) utilizaram maior quantidade de acessos e 
locos, sendo grande parte  clones de Wickham, com base genética estreita, o que contribui para a 
diminuição de alelos. Segundo Moser e Lee (1994), é importante o número de marcadores utilizados 
em uma análise e quantidade de acessos estudados, pois esse número pode afetar diretamente a 
VLJQL¿FkQFLDGDVHVWLPDWLYDVUHDOL]DGDV
6HJXQGR D FODVVL¿FDomR GH¿QLGD SRU %RWVWHLQ HW DO  PDUFDGRUHV FRP YDORUHV GH 3,&
VXSHULRUHVDVmRGH¿QLGRVFRPRDOWDPHQWHLQIRUPDWLYRV'HVVDIRUPDRVORFRVXWLOL]DGRVIRUDP
LQIRUPDWLYRV2ORFR7$VIRLLGHQWL¿FDGRFRPRPDLRUYDORUGH3,&HRORFR%$&%
(0,82) com o menor valor, sendo a média de 0,86. A heterozigosidade esperada (H
E
) foi alta, variou 
de 0,82 (BAC55-B02) a 0,92 (TAs2558), com média de 0,86. Espera-se que o valor do PIC seja 
similar ao da estimativa da heterozigosidade esperada (H
E
), sendo ambos sinônimos de diversidade 
genética. 
A heterozigosidade observada (H
O
) variou de 0,42 (A2365) a 0,78 (TAs2558), com média de 
0,61. Em todos os locos os valores de H
O
 foram inferiores aos de H
E
 LQGLFDQGR XP Gp¿FLW GH
heterozigotos. A diferença observada entre H
E
 e H
O
 pode ser em função da ocorrência de alelos 
QXORVHHQGRFUX]DPHQWR(VVHGp¿FLWWDPEpPIRLHQFRQWUDGRQRWUDEDOKRGH/H*XHQHWDO
Os dez SSRs de H. brasiliensisXWLOL]DGRVDPSOL¿FDUDPFRPH¿FLrQFLDHPDFHVVRVSHUWHQFHQWHV
às espécies +SDXFLÀRUDe H. guianensis, além dos híbridos obtidos entre essas espécies. Alguns 
estudos já testaram a transferibilidade de microssatélites entre espécies de Hevea (Mantello et 
al., 2012; Perseguini et al., 2012). Saha et al. (2005) observaram que SSRs desenvolvidos para 
H. brasiliensisDPSOL¿FDUDPH. benthamiana e H. spruceana, indicando alta conservação de regiões 
JHQ{PLFDVÀDQTXHDGRUDVGHPLFURVVDWpOLWHVQHVVDVHVSpFLHV
&RPEDVHQDGLVWkQFLDPRGL¿FDGDGH5RJHUVRVDFHVVRVIRUDPDJUXSDGRVSHORPpWRGR83*0$
)LJXUD$GLVWkQFLDJHQpWLFDYDULRXHQWUHH2XWURVWUDEDOKRVYHUL¿FDUDPDGLYHUVLGDGH
genética com marcadores RAPD em clones da população de Wickham e RRIM e os valores de 
similaridade genética variaram entre 0,37 e 0,98 (Oktavia; Kuswanhadi, 2011). Fei et al. (2011) 
DQDOLVDUDPDFHVVRVFRPORFRVPLFURVVDWpOLWHVHLGHQWL¿FDUDPVLPLODULGDGHHQWUHH
Os valores de distância genética encontrados por esses autores comparados ao deste estudo 
reforçam que os acessos dos bancos de germoplasma da Embrapa representam a variabilidade da 
espécie.
Não houve detecção de material redundante na coleção e as análises genéticas geradas no 
presente estudo contribuirão para o conhecimento e conservação dos acessos de seringueira, além 
de fornecer informações utéis ao programa de melhoramento da espécie.
25Estudo da Diversidade Genética de Acessos de Seringueira das...
)LJXUD Agrupamento UPGMA representando a relação genética entre os 50 
acessos de HeveaGHDFRUGRFRPDGLVWkQFLDPRGL¿FDGDGH5RJHUV
Conclusões
&RQFOXLVHTXHRVGH]PLFURVVDWpOLWHVWHVWDGRVVmRSROLPyU¿FRVHQWUHRVDFHVVRVGHVHULQJXHLUD
H H¿FLHQWHV SDUD FDUDFWHUL]DU D GLYHUVLGDGH JHQpWLFD H GLVFULPLQDU RV DFHVVRV 2V 665V GH
H. brasiliensis são transferíveis para as espécies + SDXFLÀRUDe H. rigidifolia. Não há material 
redundante na coleção. 
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